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A（＋spd，Ohr） 3．72 ＜0。02． 0．87 ＜0。01
B（＋spd，5hr） 8．46
@（1）
64．1
i7。6）
1．08
@（1）
67．3
i62）
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さらに厳密に検討してゆく必要はあるが、今後この方法で細胞内全PAと遊
離PAとの存在比を正確に求める事を検：癒し、遊離型と結合型のPA濃度の
変動と細胞機能の関係の解明に応用したい。
　当研究室ではこれまでに、細胞内PA量の蓄積と細胞容積の関係を、顕微
鏡観察、あるいは3H20による細胞内水の測定によって明らかにしてきた。
今回は、それに加えてコールターカウンターを細胞容積の測定に用いるこ
とで、さらなる知見を得ることができた。即ち、AOAP処理を行うと、細
胞内PA量の減少と共に、細胞容積の減少も観察されるが、その際、細胞容
積の分布が狭い範囲に収束することも明らかになった。このことは、細胞
の状態が均一になったことを示しており、一定の細胞周期の細胞が蓄積し
た状態を示すものではないかと思われる。この細胞容積の減少は、細胞増
殖の停止なども伴って徐々に進行するため、一一eeにPAの直接的な影響であ
るとは言い切れず原因は不明だが、恐らくPAの枯渇により、タンパク合成
が停止し、細胞周期がG1期で停止していることが原因している可能性が高
い。
　一昨年栗田は、3H20による細胞内水の測定により、　spdが枯渇した細胞
に急激にspdを蓄積させると更に急激な細胞容積の減少が起こることを見
いだしたが、測定精度が悪かったために、有意な細胞容積の減少として捉
えることはできなかった。今回、コ・一一…一ルターカウンターを用いて細胞容積
を測定することで、spd蓄積による細胞容積の減少を明瞭に示すことがで
きた。spdを投与してからのこの細胞容：積の変化は、　AQAP処理中に観察さ
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れる変化に比べて急激であり、更にspd蓄積と共に起こることから、　spdが
直接細胞容積に与える影響であることが示唆される。
　このような細胞容積変化と細胞死が観察されるspd蓄積細胞について行っ
た限外ろ液中spd濃度の測定では、　AQAP処理を施したspd投与細胞では、
無処理細胞にspdを投与した場合の60倍を越えるPA濃度が検出された。こ
のことは急激かつ過剰な細胞内spdの蓄積によって遊離spdの濃度調節が困
難になり、その結果として細胞毒性が現れることを示唆している。また、2
倍程度のspdの蓄積が起こっているコントロール細胞では、　spd投与によっ
てもろ劇中spd濃度に大きな変化はないため、ある程度細胞内にspdを蓄積
しても、毒性を現さない範囲で遊離spdを調節できる機構があることも示
唆された。
　遊離spdの調節機構は不明であるが、細胞内に存在する陰電荷を持つ高
分子が、おもにその役割を担うものであると考えられる。本研究に用いた
細胞は動物細胞であり、植物細胞のように細胞内小器官が塩基性成分の貯
蔵に機能する可能性は小さいが、ミトコンドリアがPAのトランスポーター
を有するという報告もあることから、ミトコンドリアが細胞内遊離PA濃度
の調節に関与していることも否定できない。特に、本実晶系でのspd過剰
蓄積細胞で、ミトコンドリアの膨張及び傷害が観察されるSことは興味深い。
　spd蓄積に伴った細胞容積の減少の後に起こる細胞内の原因は不明であ
る。本実験で観察される細胞死も、浸透圧による細胞収縮によって引き起
こされるアポトーシスと同様のメカニズムによって起こる可能性も否定は
できないが、本実験系では、DNAの断片化は観察されず、ミトコンドリア
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の膨張および傷害も観察されており5）、ここで見られたものは壊死に近い細
胞死であろうと考えられる。通例、浸透圧が関与するアポトーシスは、30
％以上の細胞収縮によって引き起こされるという報告があり1”、AOAP処
理の過程でそれ以上のそれ以上の細胞収縮が見られても細胞死に至らない
本実験系との比較は困難であろう。むしろ高濃度に蓄積されたspdによる
毒性が細胞死に関与するものと考えている。spdおよびsprnは、核の凝縮を
試験管内で促進し、また、核酸が関わる多くの酵素に対して低濃度で活性
化、高濃度で阻害を示すことが知られている。また、PAの毒性が細胞内の
代謝によってPAから生じるアクロレインや、アミノプロパナs・・・・・…ルのような
有害なアルデヒドによるとする仮説も報告されている。これらのことは、
異常に高濃度の遊離PAが、毒性の高い代謝物の生成に関与したり、細胞内
の核酸などの高分子に多量に結合し、その機能を阻害した結果生じること
を示唆している。細胞に蓄積性の高いPAの類似体は抗ガン剤の候補化合物
になっており、PAの細胞毒性の本体は、薬剤開発の観点からも今後のPA
研究の重要な課題であろう。
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実験材料と方法
1∠試薬：新生子牛血清（NB　S）はJRH　Bioscience　s、アミノグアニジン（AG）
はSIGMA社から購入したものを用い、1一アミノオキシー3一アミノプロパ
ン（AQAP）は当研究室で合成したものを用いた。3H20（放射比活性：30mCi
／rnD、14C－inU　li：n（3mCi／㎜01）、　i4C－Ure　a（55mCi／mmo1）は室町科学より
購入し、放射能を測定する際のシンチレーターカクテルは、和光純薬工業
のScintiso1　EX－H（成分：キシレン，DPO，　Bis－MSB，非イオン性界面活性剤）
を用いた。オイル法に用いたオイルは、DibutYl　phthalate，Cor：n　oil共に
SIGMA社から購入したものを用い、蛍光試薬は、それぞれ5（6）Carboxyf1－
uoresceinを和光純薬工業より、8－HydrQxypyrene－1，3，6，一trisulfo盛ca－
cid・trisodiurnsalt、　Fluore　sce辻isothiocyanatedextran，　Fluore　sceinis－
othiocyanate－inulinはSIGMA社より購入した。その他化学試薬は関東化
学あるいは和光純薬工業の試薬特級を用いた。限外ろ過ユニットはMLLIP
ORE社のUltrafree－MC（10，000　NMWL　filter　mit）を用いた。
　2麺胞心隔：ラット肝癌由来HTC細胞（Morris　7288c）は、大日本製薬か
ら入手し、一8・O℃で保存していたものを37℃で懸濁培養に供したものを用
いた。培地はSwtm’s　S一一77に、50mM　TIricine，2g／L　Glucose，2mM　Glut－
amine，0．05mM　L－cystine，0．5g／L　NaHCO3を加えて調製し、培養時に体
積比で10％NBS、及びペニシリンGを100unit／mしになるように加えた。
実験に用いた細胞は、1～10×105cells／mしになるように48hr毎に植え継い
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だ対数増殖期のものを用いた。なお、培養実験にはNBS中の血清アミン酸
化酵素による影響を除くため、阻害剤であるAGを培地中、1mMになるよ
うに添加した。細胞数は、細胞懸濁液を0．4％トリパンブルー溶液で2～8倍
に希釈した後、血球測定盤により計数した。その際、血球測定盤の枠に全
体が入っていない細胞は計数から除外した。測定は、5視野について行い、
最高、最低数を除いた3回の計数値の平均を細胞数とした。なお、トリパン
ブルーを取り込んで染まった細胞は死細胞として計数から除外した。
　3　　ル’による　　の　　　：約2×107cells／mしとした細胞懸濁液をオ
イル（Dibu｛yl　ph　thalate：Com雄風10：3）上に重層して60秒間遠心（5000×
g，1min）し、細胞をペレットとして分取した。
　4麺胞内庫容積．の篁出：細胞懸濁液に3H20（1mci／mL）、　i4c一一inulin（o．08
mCi／mL）をそれぞれ1／100量ずつ添加し、51nin後にオイル法によって細
胞を分取した。そして水層の除去、及びオイル層上部の洗浄を行った後、
オイル層を綿棒を用いてできるだけ除去したものを、細胞ペレットとして
分離した。分離したペレットには溶解剤（ソルバブル）を200μL加え、一
晩室温で放置後、翌日液体シンチレーションカウンターを用いてそのペレッ
ト中の溢と1℃の放射能を測定した。ペレットの水容積はその放射能（溢）と、
水層の単位容積当たりの放射能（3H／μL）から算出した。なお、細胞内水容
積は、細胞ペレット全体の容積より1℃一inulmの放射能から算出した細胞外
水容積を差し引いたものを全体の細胞内水容積とし、更にペレット中の細
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胞数より1細胞当たりの値として算出した。
5．”f’による、 嫌　の’　：約2　×　107ce　lls／mしとした細胞懸
濁液に蛍光試薬である5（6）CarbOxyfiuOrescei：n（pH9，　Ex：492nm，Em：517
nm），　8－Hydroxypyrene－1，3，6，一trisulfonicacid　e　trisodiumsa！t（pH9，Ex：
454nm，Em：512nm），　Fluore　sceinisothiocyanate－dextran（pH9，Ex：494
㎜，Ern：520nm）をそれぞれ0。1M　Na　OHで10mMに調製したものを、細胞
懸濁液に1／100感ずつ添加し、5m｛n後にオイル法によって細胞を分取した。
なお、Fluore　sceinisothiocyanate－inulin（pH9，Ex：494nm，Em：520㎜）に
関しては、飽湘溶液の上清を用いた。そして、水層の除去、及びオイル層
上部をPBSで洗浄した後、オイル層を綿棒を用いてできるだけ除去したも
のを細胞ペレットとして分離した。分離したペレットにはクロロホルムと
pH9のホウ酸bufferを各々500μしずつ加え、更にピペットでよく混ぜ、
bufferにペレット中の蛍光物質を抽出した。その後、5000×gで1分間遠心
し、蛍光物質の含まれる上層のbufferを15倍希釈し、蛍光光度計で測定し
た。ペレットの細胞白水容積はその蛍光強度と、水層の単位容積当たりの
蛍光強度から算：出した。
6。　包　PA　の潰　：細胞内total　PAの測定では、細胞を遠心（5000×g，
1min）によってペレットとした後、その上清を除き12．5％トリクロロ酢酸
溶液（内部標準物質N一（3－aminopropy1）cadaverine：2．5nmo1／rnLを含む）
を125μL加えて除タンパクし、その遠心上清を試料とした。限外ろ液中P
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Aの測定では、限外ろ過によって得られたろ液に先述のトリクロロ酢酸溶
液を80μL加え、遠心した上清を試料とした。
　PAの測定は、上記のように調製した試料をHPLCに注入後、分離された
PAを、ポストカラム法により。－Phthaldia　ldehide（OPA）と反応させ、生成
する蛍光を＝測定することで行った（OPA－HPLC法）。分離カラムには、陽イ
オン交換尉脂（JEOL　LC－R一一2）を用い、カラム温度は80℃とした。溶離液は、
2M塩化ナトリウム、0．28Mクエン酸緩衝液（NaOHでpH　5．5に調製したも
の）に12．5％容量のHPLC用メタノールを混合した後、その溶液を0．45μm
のメンブランフィルターによってろ過したものを用いた。反応液としては、
0．4Mホウ酸、0。2％2一メルカプトエタノール、6rnM　OPA、0．1％Brij－3　5
からなる溶液（pH　10．4）を調整後、一晩以上低温室（4℃）で放置したものを用
いた。分離されたPAとの反応温度は80℃とした。溶外液、及び反応液の流
速はそれぞれ08m1／r血、0．25mi／minとした。検出は、励起波長345㎜、
蛍光波長45　Onmで行った。試料はオートサンプラーで注入した。
7．Coulter　cOunterによる　　asの測 ：3～8×105cells／mしの細
胞懸i濁液を希釈用溶液（IS　or］poN）で40倍希釈し、細胞容積分布の測定を行っ
た。
　＆限塑液の分取：細胞試料にHTC細胞を用い、　Fig．1のように約2×lo7
cells／mしとした細胞懸濁液から、フィルターユニット中に組み込まれた分
画分子量10，000の限外ろ過膜上にオイル法を用いて細胞を分取した。次に
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水槽をピペット、及び綿棒で除去し、除いた水槽とほぼ同量のオイルを添
加した。その後、試料を密閉するためにチューブの蓋をパラフィルムでお
おい、5◎00×gの遠心を60分間行った。なお、凍結融解を行う試料につい
てはパラフイルムで密閉した試料を、液体窒素による20分問の凍結と、室
温による10分間の融解を3回繰り返し、その細胞膜を破壊した後に、5000
×gの遠心を60分間行った。ろ液容積についてはその重量を測定し、比重
が約1であるとして算：出した。
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